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論文内容要旨
 ζ目的】
 胆石形成にムチンが密接に関与していることは衆知の事実である。教室では,胆汁中ムチン,
 とくに硫酸化糖蛋白が胆石成分の凝集・結石化に必要な物質であることを証明し,さらに硫酸基
 を有したムチンが全ての胆石内において網目構造を呈して分布しており,胆石・胆汁中のそのム
 チンの糖鎖は主にHexosamine(以下Hx)が含まれていることを確認している。そこで本研究
 では胆嚢結石生成に果たすムチン,とくに酸性ムチンの存在意義にっき検討することを目的とし
 ている。
 艮対象と方法男
 1.胆嚢胆汁分析:開腹下胆嚢摘出術を施行した胆嚢結石症36例[純コレステロール石(以
 下純コ石)4例,混合石12例,混成石4例,黒色石8例,ビリルビンカルシウム石(以下ビ石)
 8例],非胆道疾患胆嚢摘出術例4例[対照群(無石例)]を対象とし,術中採取した胆嚢胆汁を
 用いた。一部を細菌培養用に分注後,化学分析に供した。胆汁中ムチン総量は糖鎖中のHxを目
 安としてNeuhaus法にて測定し,酸性ムチンはグリコールキトサン(以下Gch)を用いてコロ
 イド滴定法にて半定量した。
 2.マウス胆嚢結石形成と胆嚢内ムチンの分析:ddy雄性マウス20匹を用い,普通餌で飼育
 した普通餌群5匹と,コレステロール1.0%,コール酸0.5%を普通餌に混合した催石食で飼育
 した催石食群15匹とに分け5週間飼育した。普通餌群5匹と催石食群11匹は飼育後,胆嚢全体
 を摘出し,10%ホルマリンで固定して組織の切片標本を作製し,PAS-AlcianBlue(pH2.5)に
 て染色した。さらに催石食群の4匹で,形成された胆石をKBr錠剤法による赤外線吸収スペク
 トル法にて分析した。
 【結果翌
 1.胆嚢胆汁分析①細菌培養成績と酸性ムチン:胆汁細菌培養成績は,陽性9例,陰性31
 例であった。胆汁中ムチン画分のうちGchで沈殿する酸性ムチン画分の占める割合は,対照群
 で48±30%であった。細菌培養陽性例では,いずれも平均値では2倍以上を示した。細菌培養
 陰性例では,純コ石例,混合石例は対照群に比して推計学的に有意に高いが(p<0.05),混成石
 例,黒色石例やビ石例でも対照群の1.5倍量以上であった。②細菌培養陰性例の胆汁中Hx総量:
 胆汁細菌培養陰性例の胆汁中Hx総量は対照群で178±109μg/m1であったが,純コ石例243±
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 162μg/m1,混合石例210±160μg/m1と多く,ビ石例168±30μg/m1,混成石例145±52μg/
 ml,黒色石例98±66μg/m1は対照群より低値を示したが推計学的には差を認めなかった。
 ③半定量的酸性ムチン量の算出:胆汁中酸性ムチン量を酸性ムチン画分の占める比率を利用して,
 Hx総量から換算して1っの指標としてみた。対照群は62±13μg/m1であったのに対して,純
 コ石例215±147μg/m1,混合石例159±119μg/ml,ビ石例138±53μg/m1,混成石例107±54
 μg/ml,黒色石例74±54μg/m1で,対照群と胆石種類間では差を認めなかった。しかし,Hx
 総量では対照群より低値であった混成石例,黒色石例やビ石例でも,酸性ムチン量では対照群よ
 りいずれも多く含有する傾向が認められた。
 2.マウス胆嚢結石形成例における胆嚢内ムチンの分布:催石食群の胆嚢は普通餌群に比較し
 て著しく腫大し,胆嚢内に白色固形物を全例に認めた。この物質は赤外線吸収スペクトル法での
 分析で,ヒトの純コ石と同一の吸収スペクトルを示し,主成分はコレステロールと判定された。
 胆嚢全体標本のPAS-AlcianBlue(pH2.5)染色では,催石食群では胆嚢内に多数のコレステロー
 ル胆石(胆石内に車軸放射状に分布する酸性ムチンを含む)と,その周囲にAlc量anBlueで青染
 した酸性ムチン層が認められた。それらの間隙を埋めるように赤藍色に染まるPAS陽性物質
 (その他のムチン)が分布し,また胆嚢壁に沿う帯状の酸性ムチン層も観察された。一方,普通
 餌群では胆石は形成されなかった。
 監まとめ遍
 1.有石胆嚢胆汁中の酸性ムチン画分は,対照群の平均48%と比較して1.5～2.0倍と高値で
 あった。2.胆嚢胆汁細菌培養陰性例では,胆汁中酸性ムチン面分は細菌培養陽性例に比較して
 低値を示す傾向を認めた。3.胆嚢胆汁中のHx総量は細菌培養陰性例において,対照群より,
 純コ石例,混合石例では高値を,ビ石例,混成石例や黒色石例では低値を示す傾向を認めた。
 4,胆嚢胆汁細菌培養陰性例のHx総量を酸性ムチン画分から換算して指標とした酸性ムチン量
 は,対照群に比較して胆石種類に関係なく,いずれも高値を示す傾向であった。5.マウス催石
 食群では全例に胆石が形成され,胆嚢の組織化学的検索では,胆石内では車軸放射状に,その周
 囲および胆嚢壁に沿っては酸性ムチンが層状に胆石を囲むように分布していた。なお普通餌群で
 は,胆石は形成されずそれらの所見も認められなかった。以上のことから,胆嚢結石症の胆嚢で
 は胆汁中酸性ムチンが比率・量ともに増加し,また胆嚢内での分布状態からみると,すでに胆石
 が形成され胆嚢内に存在する状況下でも,胆石と酸性ムチンは密接な関連性を保ち続けていると
 考えられ,酸性ムチンは胆石生成促進因子として作用している可能性も推察された。
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 審査結果の要旨
 まず研究背景であるが,胆汁中糖蛋白(ムチン)が胆石生成上重要な役割を演じていることは
 よく知られている。その一方で,ムチンは各種上皮を被覆保護することから,生体においては有
 用な物質でもある面をもつ。そこで,同じムチンでも胆石形成に関与するムチンとそれ以外のム
 チンを区別して考える必要がある。当教室では,胆汁中ムチン,とくに硫酸化糖蛋白が胆石成分
 の凝集・結石化に必要な物質であることを証明し,さらに硫酸基を有したムチンが全ての胆石内
 において網目構造を呈して分布しており,胆石・胆汁中のそのムチンの糖鎖は主にHexosamine
 (Hx)が含まれていることを確認している。そこで本研究は胆嚢結石生成に果たすムチン,とく
 に酸性ムチンにっき検討がなされている。
 実験は2つの方法より成り立っている。
 ヒト胆嚢胆汁分析では胆嚢胆汁40例(胆嚢結石症36例,非胆道疾患胆嚢摘出術例4例)につ
 いて検討され,胆汁中総ムチン量はHxを目安としてNeuhaus法にて測定され,総ムチン中の
 酸性ムチンはグリコールキトサンを用いてコロイド滴定法にて半定量がなされている。また,と
 くに細菌由来の酸性ムチンもあることから,感染胆汁と無菌胆汁は区別して取り扱われている。
 マウス胆嚢結石形成と胆嚢内ムチンの分布では,マウス催石食群15匹と普通餌群5匹につい
 て検討され,胆嚢全体の組織の切片標本を作製して多糖類染色のPAS-AlcianBlue(pH2.5)に
 より観察し,形成された胆石はKBr錠剤法による赤外線吸収スペクトル法にて分析がなされて
 いる。
 以上の実験の結果から,胆嚢結石症では胆汁中ムチン,とくにそのなかの酸性ムチンの占める
 割合および量がともに増加しており,また胆嚢内ムチンの分布状態からみると,酸性ムチンが胆
 石内では車軸放射状に,胆石周囲および胆嚢壁に沿っては層状に胆石を包むように分布している
 ことから,胆石がすでに形成され胆嚢内に存在する状況下でも胆石と胆汁中ムチンのとくに酸性
 ムチンが密接な関連性を保ち続けていると考えられ,酸性ムチンは胆石生成の促成因子として作
 用している可能性も推察できたとしている。
 本研究は,胆嚢結石症胆嚢胆汁の生化学的分析および実験的胆嚢結石症の組織化学的な手法を
 用いることで,胆石構築に直接関与するとされるムチンのうちとくに重要なのは酸性ムチンであ
 るが,胆嚢結石症の病態では胆汁中酸性ムチンが増量して存在していることを明らかにし,また
 その胆嚢内での分布状態の観察から,胆汁中ムチンのなかでもとくに酸性ムチンが胆嚢内で密接
 に胆石形成に関与している可能性をより明確にすることができたと考えられる。以上のことから
 本論文は学位に値すると考えられる。
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